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METHODE D'INDUCTION D'UNE ACTIVITE ARNi SPECIFIQUE DANS DES 
CELLULES ET ACIDES NUCLEIQUES POUR SA MISE EN CEUVRE 

L'invention concerne le domaine de la biologie et plus 
5 partlculi^rement la preparation d'oligonucl6otides, double brin. destines ^ etre 
utilises dans un processus d'interf6rence ARN (RNAI ou ARNi) dans le but 
d'induire la degradation d'un ARN cible. 

L'interference ARN designee aussi « RNAI » ou encore co- 
suppression, a 6t6 mise en Evidence dans les plantes, oO 11 a ete observe que 
10 I'introduction d'un long ARN double brin, correspondant d un gene, induit la 
repression specifique et efficace de I'expression du gene cibie. Le mecanisme 
de cette interference comporte la degradation de i'ARN double brin en courts 
duplex d'ollgonucieotldes d'environ 20 d 22 nucleotides appeies siRNAs. 

L'lnterference ARN a maintenant ete appliquee aux mammiferes 
15 pour inhlber spedfiquement {'expression des genes pour des applications en 
g6n6tlque fonctlonnelle. En effet, les siRNAs permettent d'Identifier la fbnction 
des genes mis en evidence par le sequengage du genome humain, solt dans 
des modeies de culture cellulaire, soit dans des modeies animaux en particulier 
Chez la sourls. L'interference ARN est aussi utile dans le domaine 
20 therapeutique pour ie traitement ou la prevention de cancers, de maladies 
infectieuses et plus generalement de maladies mettant en jeu un gene 
heterologue ou homoiogue mute (Elbasiiir, S. i\/l., Harborthi, J., Lendeckei, W., 
Yalcin, A., Weber, K., and TuschI, T. (2001a). Duplexes of 21-nucleotide RNAs 
mediate RNA interference in cultured mammalian cells. Nature 41 1 , 494-498 ; 
25 Elbashir, 8. M., Martinez, J., Patlcanlowska, A., Lendecl<el, W., and TuschI, T. 
(2001b). Functional anatomy of siRNAs for mediating efficient RNAI In 
Drosophila melanogaster embryo lysate. Embo J 20, 6877-6888). 

Les siRNAs sont de courtes sequences d'ARN double brin, qui 
peuvent §tre introduites dans les cellules sous forme d'oilgonucl6otides 
30 synthetiques ou sous forme de vecteurs permettant {'expression de ces siRNAs. 
Dans cette derniere approche. le siRNA est synthetise sous la forme d'un 
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precurseur qui est un shRNA (short hairpin RNA), form§ d'une "tige boucle" 
dans laquelle la tige repr^sente le siRNA et la boucle une sequence 
quelconque qui sera d^gradee par les RNAases cellulaires, ce qui va donner 
naissance au siRNA mature. 

5 La mise en oeuvre de vecteurs d'expression de siRNAs pr^sente de 

nombreux avantages, en particulier pour les applications de g^n^tique 
fonctionnelle. Elle permet d'exprimer TARN double brin de mani§re stable dans 
les cellules, et done d'inhiber plus facilement Texpression des prot^ines ^ 
longue demi-vie. En effet, les siRNAs synth§tiques ont une dur6e de demi-vie 
10 de 3 jours dans les cellules de mammlf§res. De plus, les siRNA sont dilues au 
cours des divisions cellulaires. 

Elle permet aussi d'analyser des efFets d long terme. Par centre, elle 
n^cessite d'Stablir des lignSes exprimant la construction de mani^re stable, ce 
qui pr§sente plusieurs Inconv^nients. En particulier, 11 faut comparer des lign^es 

15 stables entre elles, ce qui est en g^n^ral difficile d'interpretation parce que les 
lign^es cellulaires d^rivent. D'autre part, il est impossible d'^tudier les proteines 
indispensables pour la cellule, puisque leur inhibition bloquera la proliferation 
des cellules et empgchera done T^tablissement de la Iign6e stable. II est done 
indispensable de pouvoir induire I'activit^ du siRNA. On entend par induire 

20 Tactivit^ du siRNA pouvoir bloquer et d^bloquer son activite ^ voiontd. On 
entend par activity du siRNA sa capacity d reconnaTtre et d induire la 
degradation de son ARN cible. 

II est d6crit dans I'art anterleur un vecteur permettant I'expression 
stable et inductible de siRNA. Ce syst§me est bas^ sur I'inhibition de la 

25 transcription du precurseur du siRNA. En effet, le vecteur, deriv§ du vecteur 
pSUPER (Brummelkamp T. R et al., \AWw.sciencexpress.org/21 March 
2002/page 1/10.1 126/science. 1068999 ), contient une sequence connue, 
"I'operateur tetracycline" ("op6rateur TET"), positionn6e entre le promoteur 
dirigeant la transcription du siRNA et la sequence codant ledit siRNA. En 

30 presence de la proteine "r6presseur TET", celle-ci se fixe sur "I'operateur TET" 
et bloque ainsi la transcription du sIRNA. En presence de doxycycline, celle-ci 
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inhibe la fixation de la protelne "r6presseur TET", sur "i'op^rateur TET" et 
permet done la transcription du sIRNA. Ce systeme d'expresslon engendre un 
bruit de fond d'activit^ relatlvement ^Iev6. 

De plus, les syst6nfies Inductlbles bas6s sur les promoteurs 
5 fonctlonnent tr6s mal dans les vecteurs viraux, parce que les promoteurs viraux 
prennent le pas sur les promoteurs Inductlbles et ie bruit de fond est tr6s 6lev6. 

L'invention vise pr6cis6ment ^ palier ces lnconv6nlents en offrant un 
systfeme permettant d'Induire d volont6 ractlvit6 d'un sIRNA. 

Ce but est atteint par la pr6sente Invention grSce d I'emplol du couple 
10 prot6ine TAT-s6quence ARN TAR pour bloquer ractlvlt6 d'un siRNA dans des 
cellules de mammifSres. 

Le principe de l'invention est bas§ sur I'lnteraction TAT/TAR. En 
effet, le siRNA doit etre reconnu dans la cellule par un complexe prot6lque, 
appel6 complexe RISC (RNA-lnduced Silencing Complex), qui va lui faire sublr 
15 une §tape de maturation et I'utiliser comme guide pour reconnattre et d6grader 
le mRNA cible. La prot6ine TAT peut §tre utlis§e pour bloquer cette demldre 
6tape. 

La prot6lne TAT du VIH joue un role crucial dans la replication virale. 
En effet, en tant que facteur de transcription, TAT r6gule la Vitesse de 
20 replication du virus. TAT est une prot6lne s6cr6tee capable de diffuser dans les 
cellules non-lnfectees et de preparer un environnement propice d I'infection 
virale. La prot§ine TAT existe sous deux formes (71 et 101 acides amines) 
cod§es par deux exons separ6s par le g6ne env. TAT exerce sa fonction 
d'activateur du promoteur du VIH en se liant d la sequence d'ARN TAR 
25 presente en 5' de tous les ARN du VIH. 

La liaison de TAT et de ses co-activateurs transcriptlonnels 
cellulaires § I'ARN TAR va stimuler reiongatlon de la transcription en 
augmentant la processivlte de I'ARN polymerase IL 

La presence d'ARNs double brins dans une cellule repr6sente un 
30 signal : II met en jeu une RNaselli nommee Dicer. Cette ribonuciease coupe les 
longs ARN double brin en petits fragments d'ARN double brin, les siRNAs, de 
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taille et de structure precises, en g^n^ral 21 ^ 23 nucleotides. Les siRNAs 
duplexes s'associent ensuite avec des prot^ines pour former un complexe 
nomme RISC (pour « RNA-lnduced Silencing Complex »). RISC est done un 
complexe ribonuclSoprot^ique contenant une molecule de sIRNA associ^e d 
5 des prot^ines appartenant k la famllle Argonaute. RISC guide, grace d 
rextr6mit§ 5'Phosphate d'un sIRNA simple brin, les petits siRNAs pour la 
reconnaissance sp6cifique de la sequence de I'ARN messager cibie et catalyse 
son divage ; cette reaction a lieu dans le cytoplasme. Cela aboutit d I'Inhibition 
de la traduction et ainsi d I'inliibition de {'expression du gene cible. 
10 Selon I'invention. la boucle du pr6curseur du siRNA (shRNA), 

normalement constitute de sequence quelconque, est remplacte par une 
sequence nucl6otidique codant pour au moins une sequence en nucleotides 
contenue dans la sequence TAR, minimale et sufFisante pour §tre reconnue par 
la prot6ine TAT. 

15 Ladite sequence referencde dans la liste de sequences soumlse en 

annexe sous le num6ro SEQ ID N" 1, est compos§e de 11 nucleotides et 
pr6sente I'enciiaTnement sulvant : ATCTGAGCTCT (ou AUCUGAGCUCU sous 
sa forme ARN). 

II est egalement possible d'utiliser selon I'invention, une sequence 
20 codant pour la totalite de la sequence TAR sauvage ou mutee ou tout fragment 
de celle-ci contenant ladite sequence en nucleotides, minimale non-mutee ci- 
dessus decrite. Cette sequence (ADN ou ARN) est denommee par ailleurs dans 
le texte sequence separatrice. 

La sequence separatrice utiiisee selon I'invention peut etre naturelle 
25 ou syntlietique. 

Ainsi. en presence de la proteine TAT, celle-ci interagit avec la 
boucle TAR sur le shRNA, et I'interaction du sIRNA avec le complexe proteique 
de maturation (complexe RISC) ne peut se realiser et le siRNA ne subit pas les 
etapes de maturation induites par ledit complexe et reste done inactif c'est-d- 
30 dire sous la forme shRNA. 

En I'absence de la proteine TAT, la boucle TAR du shRNA est 
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degrad^e et le siRNA resultant est accessible au complexe de maturation RISC 
et le processus de degradation de TARN cible par TARNi peut ainsi s'effectuer. 

L'inventlon a done pour objet une mSthode d'induction de Tactivit^ 
d'un ARNi dans des cellules dans laquelle : 

5 - on introduit dans des cellules eucaryotes la prot6ine TAT et un 

acide nuclSique codant pour les sequences sens et antisens d'un 
ARNi d'intdrSt, lesdites sequences sens et antisens 6tant 
s§par6es par une sequence nucldotidique comprenant au molns 
la sequence ref§renc6e sous le numSro SEQ ID N"" 1 dans la 

10 liste de sequences fournie en annexe, codant pour au molns une 

sequence en nucleotides contenue dans la sequence TAR, 
minimale et sufFisante pour §tre reconnue par la proteine TAT, 
dans des conditions ou Tacide nuciSique est transcrit en ARN, 
ladite sequence separatrice transcrite et la prot6ine TAT formant 

15 un complexe inhibant l'activit§ de TARNi d'int6ret ; 

on indult Tactivite de I'ARNI en retirant la proteine TAT. 

La sequence separatrice peut etre constituee par toute sequence 
nucieotidlque pourvu qu'elle comprenne au moins la sequence SEQ ID N^'L 
Avantageusement la sequence s6paratrice est constitu6e d'une sequence 
20 codant pour la sequence TAR complete, sauvage ou mut6e, ou d'un fragment 
de celle-cl comprenant une sequence codant pour la sequence SEQ ID N^'l . 

Selon une forme particuliere de mise en oeuvre de la methode de 
rinvention, ledit acide nucieique codant pour les sequences comprenant les 
sequences sens et antisens d'un ARNi d'interSt separees par la sequence 
25 separatrice ci-dessus decrite peut §tre introduite dans la cellule sous la forme 
d'un vecteur d'expression, partlculierement sous la forme d'un plasmide ou d'un 
vecteur viral. 

Dans cette fonme de realisation, I'ARNi d'interet sera transcrit d partir 
du vecteur codant pour le shRNA qui va donner nalssance au siRNA apres 
30 clivage de la sequence separatrice simple brin. Ainsi, le vecteur comprend au 
moins une sequence en nucleotides codant pour les sequences sens et 
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antisens du siRNA separ6es par une sequence nucl6otidique comprenant au 
moins ia sequence r^f^renc^e sous le num^ro SEQ ID N"" 1, sous la 
d^pendance d'un promoteur de transcription. 

Ledit acide nucl^ique decrit cl-dessus permet la mise en ceuvre de la 
5 methode d'induction de I'activitS d'un ARNi dans des cellules eucaryotes. 

Le vecteur peut en outre comprendre un gfene de resistance d un 
antibiotique. Avantageusement selon i'lnvention, le g^ne de resistance d un 
antiblotique est un gene de resistance k la neomycine. 

La presence d'un gene de resistance e un antibiotique, comme la 
10 neomycine, permet de seiectionner les cellules transfectees. 

Selon Tinvention, lorsque les cellules sont des cellules en culture, la 
proteine TAT peut §tre introduite dans lesdites cellules par simple culture des 
cellules dans un milieu comprenant la proteine TAT. 

En effet, un avantage de la presente invention reside dans le fait que 
15 la proteine TAT penetre spontanement dans les cellules lorsque celles-ci sont 
cultiv6es dans un milieu de culture contenant la proteine TAT. II est done facile 
de bloquer Taction du siRNA, comprenant la sequence separatrice TAR telle 
que decrite precedemment, en cultivant les cellules contenant le siRNA dans un 
milieu de culture contenant de la proteine TAT, et de stimuler Tactivite de I'ARNI 
20 en cultivant lesdites cellules dans un milieu de culture sans proteine TAT, ce qui 
conduira e la degradation de I'ARN cible par le TARNL 

Dans ces conditions le milieu de culture peut contenir la proteine 
TAT en une concentration comprise entre 0,1 \ig/m\ et 5 |xg/ml 
preferentiellement 0,5 |xg/ml et 1 ,5 ^g/ml et tres preferentiellement 1 (xg/ml. 

25 La proteine TAT peut aussi etre Introduite dans la cellule sous la 

forme d'un vecteur d'expression inductible comprenant une sequence 
nucieotldique codant pour la proteine TAT. Dans ce cas, I'expression de la 
proteine pourra etre induite ce qui aura comme consequence d'inliiber Tactivite 
de TARNi et done de bloquer la degradation de TARN cible par TARNI. La 

30 degradation de TARN cible par TARNi pourra alors etre induite lorsque la 
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synthase de la proteine TAT sera elle-meme bIoqu6e. 

Selon rinvention, les cellules transfect^es avec racide nucl§ique 
selon rinvention sont des cellules de mammifdres. La m^thode s'applique aussi 
bien d la transfection de cellules en culture que directement chez Tanimal. 

5 LMnventlon permet d'analyser de mani^re fiable les g6nes, 

particuli^rement les g^nes humains d'un point de vue fonctionnel, dans des 
cellules en culture ou dans des animaux, en particulier dans des souris. 

LMnventlon se rapporte encore d une cellule ou une lignSe de cellules 
dans laquelle un acide nucl6ique selon rinvention, tel que d^crlt prSc^demment 
10 a 6t6 Introdult. 

L'invention se rapporte aussi aux animaux comprenant des cellules 
dans lesquelles I'acide nucldique selon invention tel que decrit prec^demment 
a 6t6 introduit. 

L'invention a enfin pour objet des compositions, notamment 
15 pharmaceutiques, comprenant comma substance active au moins un acide 
nucl^lque selon invention tel que d§crit prec^demment ou des celiules 
contenant ledit acide nucl6ique, telies que d6crites precedemment, 
^ventuellement associ^es dans la composition d un excipient compatible. 

D'autres avantages et caract^ristiques de l'invention apparaTtront des 
20 exempies qui suivent et dans lesquels ii sera ^It rSf^rence au dessin en annexe 
dans lequel la figure 1 repr^sente Tinhlbitlon du marqueur GFP par I'ARNi. 

Exemple 1 : construction du piasmide pTATOF-siRNAGFP codant 
pour un ARNi dont la cible est I'ARN messager codant pour la prot6ine 
fluorescente verte (Green Fluorescent Protein : GFP) : 

25 Ce piasmide est construit ^ partir du piasmide pSUPER, permettant 

Texpression constitutive de sIRNA et dScrit par Brummelkamp et al. 

La sequence d'ADN (oligonucleotide ADN synth^tique synth^tis^ ^ 
fagon), contenant dans i'ordre les sequences SEQ ID N*'2 (codant pour le 
siRNA sens)-SEQ ID N°1 (codant pour la s6quence s6paratrice)-SEQ ID N^'S 
30 (codant pour le sIRNA anti-sens) est introduite immSdiatement en aval du 
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promoteur H1 du plasmide pSuper aux sites Bgl II en 5\ et Hind III en 3'. On 
obtlent ainsl le vecteur d'expression pTATOF-siRNAGFP. 



(SEQ ID NO. 2) codant pour le siRNA sens 
5' GCAAGCTGACCCTGAAGTTC 3' 
3' CGTTCGACTGGGACTTCAAG 5' 



sequence codant pour la sequence s^paratrice (SEQ ID NO. 1) 
5' ATCTGAGCTCT 3' 
3' TAGACTCGAGA 5' 



(SEQ ID NO. 3) codant pour le siRNA anti-sens 
5' GAACTTCAGGGTCAGCTTGC 3' 
3' CTTGAAGTCCCAGTCGAACG 5' 



Ainsi, les sequences codant pour les siRNA sens et anti-sens sont 
s^pardes par une boucle TAR minimale, cod^e par la sequence sdparatrice 
nomm^e SEQ ID N0.1, codant pour la sequence minimale reconnue par la 
prot§ine TAT (SEQ ID NO. 4). 

Codant pour le SiRNA : 

5' 3- 
1 0 GCAAGCTGACCCTGAAGTT CATCTGAGCTCTG AACTTCAGGGTCAGCTTGC 
CGTTCGACTGGGACTTCAAG TAGACTCGAGAC TTGAAGTCCCAGTCGAACG 
3' 5' 
Codant pour le SiRNA compl6mentaire : 

15 Exemple 2 : inhibition de I'expression de la GFP par le siRNAGFP 

exprim^ par ie vecteur de I'exemple 1 : 

Des cellules de mammifdres COS-7 sont transfect^es avec du 
polyfect (QIagen) avec 4 pg de vecteurs d'expression des siRNA 
(pTATOFsiRNAGFP, partie A, ou pSuper sIRNAGFP sans boucle TAR, partie 
20 B), ainsi qu'un vecteur d'expression de la Green Fluorescent Protein ou GFP 
(500 ng). Soixante heures aprds la transfection, un western blot a etd rdalisd ^ 
partir des extraits totaux en utilisant un anticorps dirigS centre la GFP (Santa 
cruz) ou la tubuline cellulaire (Sigma) afin d'§valuer la quantity de prot^ines 
utiiis^e pour ce test. 

25 Les cellules sont cultiv^es dans du milieu DM EM (Gibco) contenant 

10% de s§rum de veau foetal en presence (wt) ou en Tabsence (-) d'un vecteur 
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d'expression (0,5 |jg) de la proline TAT ou de ses mutants, co-transfectes 
(Bres V, et al. Nat Cell BloL 2003 Aug;5(8):754-61). 

Un tSmoin est r^alis^ avec des cellules n'ayant pas regu le vecteur 
d'expression des siRNA (pTATOF-siRNAGFP ou pSuper siRNAGFP), cultiv6es 
5 en Tabsence de protelne TAT, De meme des temoins sont realises avec un 
vecteur d'expression de la prot^ine TAT mut^e (incapable de lier la sequence 
TAR) en pr6sence du vecteur d'expression des siRNA (pTATOF-siRNAGFP ou 
pSuper SiRNAGFP). 

La Figure 1 montre les r^sultats de cette experience : 

10 Partie A : 

En I'absence de prot6ine TAT et de vecteur pTATOF-slRNAGFP, la 
GFP est pr^sente dans les cellules (colonne 1). 

En I'absence de prot6ine TAT et en presence du vecteur pTATOF- 
sIRNAGFP, la GFP est d6grad6e (colonne 2). 

15 En presence de prot6ine TAT sauvage et du vecteur pTATOF- 

siRNAGFP, la GFP est pr^sente dans les cellules (colonne 3) en quantity 
comparable d celle pr^sente dans les cellules n'ayant pas regu de prot6ine TAT 
ni de vecteur pTATOF-siRNAGFP (colonne 1), et n'est done pas d^grad^e. 

En presence de prot6ine TAT mut6e et du vecteur pTATOF- 
20 siRNAGFP, la GFP est d§grad6e dans les cellules (colonne 4 et 5). 

Partie B : 

En I'absence de prot6ine TAT et de vecteur pSupersiRNAGFP (sans 
sequence TAR), la GFP est pr^sente dans les cellules (colonne 1). 

En I'absence de proteine TAT et en presence du vecteur 
25 pSupersiRNAGFP, la GFP est dSgrad^e (colonne 2). 

En presence de proteine TAT sauvage ou mutee et du vecteur 
pSupersiRNAGFP,) la GFP est d6grad6e dans les cellules (colonne 1, 4 et 5). 

Ceci demontre que ia proteine TAT sauvage reconnaTt la sequence 
separatrice intercaiee entre les sequences sens et antisens de siRNA et bloque 
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son activity alors qu'une proteine TAT mutee, incapable de reconnaTtre la 
sequence s^paratrlce n*a pas d'effet sur le siRNA qui apparaTt parfaitement 
fonctlonnel. 
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REVENDICATIONS 



1) Methode conduction de Tactivlt^ d'un ARNi dans des cellules dans 

laquelle : 

- on introduit dans des cellules eucaryotes la protelne TAT et un 
acide nucldique codant pour les sequences sens et antisens d'un 
ARNi d'lntdr§t, lesdites sequences sens et antisens §tant s6par6es 
par une sequence nucl^otidlque (sequence s^paratrlce) comprenant 
au moins la sequence r§f§renc§e sous le num^ro SEQ ID N'' 1 dans 
la liste de sequence fournie en annexe, codant pour au moins une 
sequence en nucl6otldes contenue dans la sequence TAR, minimale 
et suffisante pour etre reconnue par la prot6ine TAT, dans des 
conditions oCi I'acide nuci^ique est transcrit en ARN, ladite sequence 
s6paratrice transcrite et la prot6ine TAT formant un complexe 
inliibant I'activit^ de TARNi d'int^ret ; 

- on Induit ractivlt§ de TARNi en retlrant la prot6ine TAT. 

2) M6thode salon la revendication 1, caract6ris6e en ce que ledit 
acide nucl^ique comprenant les sequences codant pour les sequences sens et 
antisens d'un ARNi d'int^ret s^par^es par la sequence separatrice est introduite 
dans la cellule sous la forme d'un vecteur. 

3) Methode selon la revendication 2, caract6ris6e en ce que ledit 
vecteur est un plasmide ou un vecteur viral. 

4) Methode selon Tune des revendicatlons 2 ou 3, caract6ris6e en ce 
que ledit acide nucl^ique est sous la dependence d'un promoteur de 
transcription. 

5) Methode selon Tune quelconque des revendicatlons 2^4, 
caract§ris6e en ce que ledit acide nucl§ique comporte en outre un g§ne de 
resistance d un antibiotique. 

6) Metliode selon la revendication 5, caract6risee en ce que le gdne 
de resistance a un antibiotique est un gene de resistance ^ la neomycine. 
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7 ) Methode selon Tune quelconque des revendications 1^6, 
caract^ris^e en ce que les cellules transfectees sont des cellules de 
mammifdres. 

8) Methode selon Tune quelconque des revendications prScddentes, 
5 caractSrisSe en ce que Ton introduit la protSlne TAT dans les cellules 

eucaryotes par cultures desdites cellules dans un milieu de culture contenant 
ladite proteine TAT. 

9) Methode selon la revendication 8, caract^ris^e en ce que Ton 
indult la transcription de I'ARNi en cultivant les cellules eucaryotes dans un 

10 milieu ne contenant pas de proteine TAT. 

10) M6thode selon Tune quelconque des revendications 1^7, 
caract6risee en ce que I'on introduit la prot6ine TAT dans les cellules 
eucaryotes en introduisant dans lesdites cellules un vecteur inductible 
comprenant une sequence nucl^otidique codant pou la proteine TAT. 

15 11) Methode selon la revendication 10, caract6ris§e en ce que Ton 

indult la transcription de I'ARNi en bloquant la synthase de la proteine TAT. 

12) Un acide nucl^ique tei que d^fini dans I'une quelconque des 
revendications 1^6. 

13) Une cellule ou une Iign6e de cellules transfectees par un acide 
20 nuclSique selon la revendication 12. 

14) Composition notamment pharmaceutique comprenant comme 
substance active au moins un acide nucl§ique selon la revendication 12 ou une 
cellule ou lign§e de cellules selon la revendication 13, eventuellement associee 
dans la composition d un excipient compatible. 
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TAT ' ' m muti mui2 

pTATOFF . 4. * * * 

QFP 



TAT - - wt muti mut2 

pSUPER . ^. + + + 

QFP 

otulMittn H»» 
GFP-»- 
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SEQUENCE LISTING 
<110> Centre Nablonal de la Recherche Sclentiifique -CNRS - 

<120> MSthode d ' InducUon d'une actlvite ABNi spedfique dans des cellules 
et addes nucl6iques pour sa mise en oeuvre 

<130> 34284/PCT 

<140> FCT/FR04/XXXXX 
<141> 2004-10-19 

<150> FR 0312250 
<151> 2003-10-20 

<160> 4 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 11 

<212> DNA 

<213> Human immunodefxclency virus 
<220> 

<221> misc_£eature 

<222> (1) . . (11) 

<223> sequence codant pour la sequence TAR minimale reconnue par la 
prot^ine TAT 



<400> 1 
atctgagcbc 't 



11 



<210> 
<211> 
<212> 



2 

20 
DNA 



<213> unidentified 



<220> 
<221> 
<222> 
<223> 



iiiisc_^£eabure 
(1) . . (20) 

sequence codant pour le siBNA antisens de la 6FP 



<400> 2 

gcaagctgac cctgaagttc 



20 



<210> 3 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> unidentified 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (1) . , (20) 

<223> sequence codant pour le siRNA sens de la 6FP 



wo 2005/040385 PCT/FR2004/002673 

2/2 

<400> 3 

gaacttcagg gtcagcttgc 20 



<210> 4 

<211> 51 

<212> DNA 

<213> unidentified 

<220> 

<221> mlsc_£eature 

<222> (1) . . (51) 

<223> sequence du shBNAGFP 



<400> 4 

gcaagctgac cctgaagttc atctgagctc tgaacttcag ggtcagcttg c 



51 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



ien^ftial Application No 

PCT/FR2004/002673 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12N15/63 C12N15/11 C12N5/10 A61K31/713 



According to Intemallonal Patent Cfassffication (IPC) or to both naMona! classlftoallon and IPC 



B. HELDS SEARCHED 



Mbiinujm documentation searctied (dassificalion system followed bv classification symbols) 

IPC 7 C12N A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are Included In the fields searched 



Electronic data base consulted during the Intemallonal search (name of data base and. where practical, search terms used) 

EPO-Internal , BIOSIS, EMBASE, WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category" 


Citation of document, with Indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to daim No. 


A 


MATSUKURA S ET AL: "Establishment of 
conditional vectors for hairpin siRNA 
knockdowns" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, OXFORD UNIVERSITY 
PRESS, SURREY, GB, 
vol. 31, no. 15, 

1 August 2003 (2003-08-01), page e77, 
XP002270940 
ISSN: 0305-1048 
the whole document 


1-14 


A 


WO 02/059300 A (FANNING GREGORY C ; J & J 
RES PTY LTD (AU); SYMONDS GEOFF (AU); 
ARNDT) 1 August 2002 (2002-08-01) 
the whole document 


1-14 






-/-- 




1 X| Further documents are listed In the continuation of box C. 


[X 1 Patem family memt)ers are listed in annex. 


<* Special categories of dted documents : 

"A' document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

'E* eartlerdocument but published on or after the Intemallonal 
fning date 

*L' document which may throw doubts on priority ciaIm(s)or 
which Is cited to establish the publication date of another 
citation or other spedat reason (as spedfied) 

'O* document referring to an oral dtsdosuie, use, exhibition or 
other means 

"P' document published prior to the Intemallonal flDng date but 
later than the prtorily date claimed 


T" later document published after the intemallonal filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
dted to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

'X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an Inventive step when the document is taken alone 

•y document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is oomblned with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person sMIled 
In the art 

document member of the same patent family 


Date of the adual completion of the international search 


Date of malting of the bitemational search report 


15 March 2005 


24/03/2005 




Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.O. 5818 Patenttaan 2 
NL~2280HV RilswOk 
TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (431-70) 340-3016 


Authorized officer 

Andres, S 



Fomi PCT/lSAQio (second sheet) (Januaiy 2004) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intem^^al Application No 

PCT/FR2004/002673 



C.(Contlnuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Categoiy Citation of document, with incDcaUon, wtiere appropriate, of the relevant pa^ges 



Relevant to dalm Na 



ALLIKIAN MICHAEL J ET AL: 
"Doxycycllne-lnduced expression of sense 
and Inverted-repeat constructs modulates 
phosphogluconate mutase (Pgm) gene 
expression in adult Drosophlla 
melanogaster." 
GENOME BIOLOGY, 

vol. 3, no. 5, 15 April 2002 (2002-04-15), 
pages RESEARCH0021 1-0021 10, XP002282710 
ISSN: 1465-6914 
the whole document 

FRITSCH LAURIANE ET AL: "Conditional gene 
knock-down by CRE-dependent short 
Interfering RNAs." 
EMBO REPORTS, 

vol. 5, no. 2, February 2004 (2004-02), 
pages 178-182, XP002275072 
ISSN: 1469-221X 



1-14 



Forni PCT/ISA^IO (oontkwaUan of second eheet) (Januaiy 2004) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

informMon on patent family memners 



Tijftai^ppllcatlon No 

PCT/FR2004/002673 



Intel 



Patent document 
dted in search report 



PubHcatlon 
date 



Patent tamlly 
meint>er(s) 



Putdlcation 
date 



WO 02059300 



01-08-2002 



CA 2433680 Al 

EP 1354038 A2 

JP 2004532616 T 

WO 02059300 A2 

US 2002160393 Al 



01-08-2002 
22-10-2003 
28-10-2004 
01-08-2002 
31-10-2002 



i=aiin PCT/I8A/210 QwienI farnly onnsx) (Januaiy 2004) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



^nternatlonalo No 

PCT/FR2004/002673 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE . 

CIB 7 C12N15/63 C12N15/11 C12N5/10 



A61K31/713 



Seton la dasslRcatlcn Intemailonale des brevets (CIB) ou h la fols selon la cfasslflcaUon naitonale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mlnlmale consuQ^e (systdnte de classification sulvl des symboles de dassement) 

CIB 7 C12N A61K 



Docunnentatlon consuttte autre que la dooumentation minlmale dans la mesure oQ ces docunients leldvent des domalnes sur lescpiels a portd la recherche 



Base de donn^es diectronlque consultSe au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donntes, et si realisable, termes de recherche utlQsds) 

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Caidgorie* 



identiflcallon des documents cttds^ avec; le cas dchdant. rindicallon des passages pertinents 



no. des revendicatlons vls^es 



MATSUKURA S ET AL: "Establishment of 
conditional vectors for hairpin sIRNA 
knockdowns" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, OXFORD UNIVERSITY 
PRESS, SURREY, GB, 

vol. 31, no. 15, 1 aoQt 2003 (2003-08-01), 

page e77, XP002270940 

ISSN: 0305-1048 

le document en entler 



1-14 



WO 02/059300 A (FANNING GREGORY C ; J 
RES PTY LTD (AU); SYMONDS GEOFF (AU); 
ARNDT) 1 aoOt 2002 (2002-08-01) 
le document en entler 



& J 



1-14 



I X| V^'i' ^ ^"^^ cadre C pour la fin de la liste des documents 



|X I Ljss documents de famOles de brevets sent Indlquds en annexe 



' Cal6gorie5 spddales de documents citds: 

*A' document ddfinissant r6tat gdndrai de la technique, non 
oonsidM comme partlcul^rement pertinent 

*E* document ant^rieur, mais public k la date de ddp6t International 
ou aprfes cette date 

'L* document pouvant Jeter un doute sur une revendlcatlon de 
prIorRd ou cit6 pour ddtenrtlner la date de publication d*une 
autre citation ou pour une ralson sp^dale (teQe qulndlqude) 

'O* document se r^fdrant k une divulgation orale. k un usage, k 
une exposition ou tous autres moyens 

'P* document public avant la date de d6pdt International, mais 
post6rteuremenl d la dale de priorite revencDqu6e 



T" document ult^rleur public aprds la date de dSpOt Intematlonal ou ia 
date de prloritd et n'appartenenant pas k r^tat de la 
technique pertinent, mais cBd pour comprendre Is prbicipe 
ou la thtene constKuant la base de nm^entlon 

*X' document particulldrement pertinent; rinvan Uon revendlqute ne peut 
dtre oonaddr^e oomme nouvelle ou comme impliquant une activity 
inventive par rapport au document Gonsid6r§ isot^ment 

"Y' document partlculldrement pertinent; f Inven Uon revendlqute 
ne peut Stre considMe comme impliquant une acUvttd inventive 
lorsque le document est assodd & un ou plusleurs autres 
documents de mdme nature, cette comblnaison 6tant dvidente 
pour une personne du mdtler 

document qui fait partle de la mdme femflle de brevets 



Date k laqueOe la recherche Intemailonale a 6td effecUvement achev6e 



15 mars 2005 



Date d'expddHion du present rapport de recherche Intematlonate 



24/03/2005 



Nomet 



postale de radmlnlstration charges de la recherche bitemationale 

Office Europ6en des Brevets, P.B. 581 8 Patentlaan 2 

NL-2280HVFU]swIik 

TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 

Fax: (431>70) 340-3016 



FbncUonnaIre autortsd 



Andres, S 



Foimutalfe PCT/ISA/S10 (deudtene fauiOa) (Janvier 2004) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Internationale No 

PCT/FR2004/002673 



C^sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat^rf e * Identification des documents elt^ avec, le cas deh&ant, i'lndlcation des passages pertinents 



no. des revendlcations visdes 



ALLIKIAN MICHAEL J ET AL: 
"Doxycycline-induced expression of sense 
and Inverted-repeat constructs modulates 
phosphogluconate mutase (Pgm) gene 
expression 1n adult Drosophlla 
melanogaster." 
GENOME BIOLOGY, 

vol. 3, no. 5, 15 avril 2002 (2002-04-15), 
pages RESEARCH0021 1-0021 10, XP002282710 
ISSN: 1465-6914 
le document en entler 



1-14 



FRITSCH LAURIANE ET AL: "Conditional gene 
knock-down by CRE-dependent short 
interfering RNAs." 
EMBO REPORTS, 

vol. 5, no. 2, fevrler 2004 (2004-02), 
pages 178-182, XP002275072 
ISSN: 1469-221X 



Fbnmdalre PCTflSA/21 0 {n«a de la dBuxlteis ieuns} (Janvlsr 2004) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Renselgnements relatlfs aux membres de temllles de brevets 



DemalBFtntemationale No 

PCT/FR2004/002673 



Document brevet c&6 
au rapport de recherche 



Date da 
publication 



Membre(s) de la 
famine de brevet(8) 



Data da 
publication 



WO 02059300 



01-08-2002 



CA 2433680 Al 

EP 1354038 A2 

JP 2004532616 T 

WO 02059300 A2 

US 2002160393 Al 



01-08-2002 
22-10-2003 
28-10-2004 
01-08-2002 
31-10-2002 



Fbfmutalre PCT/ISA/aio (annexe famlllas da brwets) (Janvier 2004) 



